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悪性腫瘍 の 治療中 にみ られ る, 腫瘍細胞 の多剤耐性機序 の な か で P 糖蛋白以外 の多剤耐性機構の 一 種 と して多剤耐性
関連蛋白 (m ultidrug r eSista n c e- a SS O Ciated pr otein , M RP) が 知ら れ て い る . 本研 究で は M R Pの多剤耐性機構を解析す る目的
で M RP過剰発現多剤耐性白血病細胞株 H L60/AD R4 お よ び H L60/A D R 13を樹立 しその 性状 に つ い て検討 した . ヒ ト前骨髄
球性白血病細胞株で ある H L60 をア ドリ ア マ イ シ ン (ad ria mycin , A D R)と セ フ ァ ラ ン チ ン 存在 下 で 1年間継代培養を行い 多剤
耐性細胞株 H L60/A D R4を, さ ら に 1年間継代培養 し H IJ60/A D R13を樹立 した . コ ロ ニ
ー ア ツ セイ法 に よ る薬剤感受性試験
で は H L60/A D R4細胞 は親株の H L60細胞 と比較 し ピ ン ク T) ス ナ ン に対 し4.6倍, A D R に4.0倍 , ピラ ル ビ シ ン に2.3倍, エ ト ポ
シ ドに5.7倍 と多剤耐性を示 した . P 糖 蛋白に対する マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 P-glyc oC H E K C2 19T Mお よ び M R P に対す る ラ
ッ トモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 M R Prl を用い た免疫染色 で は H L60/A D R 4細胞 は M R P陽性 , P 糖 蛋白陰性であ っ た . A D Rを用 い
た細胞内へ の 取 り込 み, お よ び細胞外 へ の 排 出の 検討で は H L 60/A D R 4細胞で A D Rの 細 胞外排出 の 克進 が認 め ら れ , M R Pの
薬剤排出ポ ン プ と して の 働 きが示唆 され た. ま た こ の A D R排泄 の 促進 は カ ル シ ウ ム 措抗剤で ある ベ ラ バ ミ ル に より阻害 さ れ
た . サ ザ ン プ ロ ッ ト法に よ る検討で は H L60/A D R 4細胞 で は M RP D N Aの 増 幅が 認 め ら れ た . 競合逆転写 P C R(c o mpetitiv e
r e v e rs etra n sc riptio n-P C R, C ⅣトP C R)法 に よ る M R Pm R N Aの 定量 で は H L60/A DR4細胞 は H L 60細胞 に比較 して 8倍 の
M R PmR N A の発現増幅が示され た. Al)R の 標 的酵素であ る D N Aトポイ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅱ α (D N Atopois o m er a seⅡ α , TopoⅡ α)
と D N A トポイソ メ ラ ー ゼ Ⅲβ O) N Atopois o m er aseⅡβ, TopoIIβ) の C 肝 P C R法 に よ る m R N Aの 定量 で は , い ずれ も H L60
細胞, H L60/A D R4細胞間で差 はなか っ た. また D N Aトポイ ソ メ ラ ー ゼ I P N Atopoiso m e r as eI , TopoI), γ - グ ル タ ミル
シ ス テ イ ン シ ン セ タ ー ゼ (γ - gluta mylcystein syntheta s e, γ - G C S) に 関 して も m R N A量 に差 は なか っ た ･ 今 回樹立 した
H L 60/A D R細胞で の多剤耐性機構の 一 つ と して M RP に よ る薬剤排泄 の 促進 が示唆 さ れ , M R Pの 発 現は D N Aレベ ル で の 増幅
お よ び転写の 完進に より調節 さ れ て い るもの と考えら れ た .
Eey w o rds m ultidrug re Sistance- aS S OCiated pr otein, m ultidrug re Sista n c el, P-glycoprotein, D N A
topois o m er as e, γ -glutamylcystein synthetas e
白血 病, 悪 性リ ン パ 腫な どに代表 さ れ る小児癌 の 治療成績 は
化学療法お よ び 支持療法 の進歩に伴 い 飛躍的に向上 し て い る
が ,
一 方で 再発症例や は じめ か ら 治療 に村 し反応 の 悪い 治療抵
抗性の 症例 は存在 し てお り, 化学療法に お ける 臨床 上 の 大きな
問題とな っ て い る .
腫瘍細胞が 以 前 に用 い た こ との な い 抗癌剤 を含め多種類 の 抗
痛剤 に対 し て薬剤耐性 を獲得す ると い う現象が臨床的 にも多く
観察 され てお り, こ の 多剤耐性機構が化学療法 にお ける治療抵
抗性 の 重要な部分を占め て い る と考え られ る . 1976年 , 抗 癌剤
耐性 とな っ た 培養細胞 の 細胞膜に分子量 170k Dの 糖蛋白質が
強く発現 し て い る こ と が 報告 され P 糖蛋白と名付け ら れ たl).
そ の 後 P 糖蛋白をコ ー ドす る遺伝子が単離さ れ多剤耐性遺伝子
1(m ulddrug r e si$tan C el, M D Rl)と 名付けら れ t2). p 糖蛋白
は膜を12回貴通す る構造を持 つ1,2 80個 の ア ミ ノ酸より な る 糖
蛋白質であり. , A T P結合領域を持 つ A T P結合力 セ ッ ト ス ー パ
ー フ ァ ミ1) - 仏T P binding c a s s ett s upe rfa mily) の 一 員で あ
る
:-)
. p 糖蛋白 は A T Pを エ ネ ル ギ ー 源 と して 各種抗癌剤を細胞
外 へ 排出す る薬剤排出ポ ン プ と して働く こ とが 知 られ てお り4)5),
P 糖蛋白を発現す る腫瘍細胞 は こ の よう な 機序 に より細胞内薬
物濃度を低 下 させ , 耐性を獲得 して い る と考えら れ て い る.
近年, P 糖蛋白陰性 であ るが , 多剤耐性を示す腫瘍細胞 の 細
胞膜お よ び 小胞体 に , 分子量 190k Dの 膜蛋白質 が強く発現 し
て い る こ と が 認 め ら れ , 多剤 耐性 関連 蛋白 (m ultidr ug
re sista n c e- a S S O Ciatedprotein , M R P)と 名付けら れ た . M R P は
P 糖蛋白同様 に膜を12回貫通す る構造を持ち A T P結合 力 セ ッ
ト ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属する が , そ の ア ミ ノ 酸配列 で は P 糖
蛋白 と の 相同性 は低 い
6)7)
. M R P は比較的新 しく知 られ る よ う
にな っ た耐性関連因子で あり , その 輝能や 臨床面 と の 関わ りな
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ど十分に解明さ れ て い ない 点が多い . 本研 究で は M R Pの 多剤
耐性 に関わ る メ カ ニ ズ ム を解明する目的 で , ヒ ト前骨髄球性白
血病細胞株 で ある H L 60を ア ド1) アマ イ シ ン (adria mycin ,
A D和 布在下 に培養す る こ と に よ り M R P発現多剤耐性細胞株
H L60/A D R 4 お よび HIJ60/A D R13を樹立 し, そ の 性状 を コ ロ ニ
ー ア ツ セ イ 法 に よ る薬剤感受性 , A D Rの 蛍光を利用 し た機能
解析, M R P に対す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体に よ る 免疫染色 , サ
ザ ン プ ロ ッ ト 法 , 競 合 逆転写 P C R(c o mpetitiv e r e v e r s e
tr an s criptio n-P C R, C RT㌧P C R)法な どの 手法を用 い て検討を行
っ た.
対象 お よ び方法
Ⅰ. 細胞培養
使用 し た 培養細胞株 は 親株 の ヒ ト 赤白血病細胞株 K 562
仏 me ric anTy pe Cultu r eColle ctio n, Ro ckville, U S A), メ ソ ト
レキ セ ー ト (m ethotre x ate , M T田 (日本 レ ダ1) - , 東京)耐性
の K 562/M T X, A D鱒(協和発酵 , 東 京) で誘導し た多剤耐性株
K 562/A D R, ビ ン ク リ ス チ ン 匝in c ristin e, V C R) (塩野義製薬,
大阪) で誘導 した多剤耐性株 E 562/V C R, ヒ ト乳噛細胞親株
M C F7/W T(Natio n al Can Ce rIn stitute , Dr.Schn eide rより供与),
M C F 7/W Tを エ ト ポ シ ド で 誘導 し た多剤耐性株 M CF7/V P
即 atio n al Can Ce rIn stitute, Dr. Schn eiderよ り供与), ヒ ト前骨
髄球性白血病細胞株 H L60(Am erican
′
Ⅳpe Cultu reColle ctio n),
H L6 0を ADR で 誘導 し た多剤耐性株 H L 6 0/A D R4 お よ び
H L60/A D R1 3 であ る . 細胞 はす べ て10 %牛胎児血清 (fetalc alf
se ru m, F C S) (mo wI.abo ratorie s, McLe an, U S A) 加R P M I164 0
(Gibc o, Gra nd Isla nd, U S A) 培養液にて 湿潤37℃, 5 % C O2
存在下 で 継代培養 した .
Ⅰ . 多剤耐性細胞棟 Ⅲ1 月0/A D R 4 お よび H Iβ 0/A D R 1 3 の
樹立
H L 60細胞を 10nM の A D R を加えた10 % F C S加 RP MI1640
培養液で37℃, 5 % C O2 存在下 で 継代培養 を行 っ た . その 際 P
糖蛋白 の 発現を防ぐ目的で培養液 に M D Rl克服剤であ る セ フ
ァ ラ ン チ ン (和光純薬 工業, 大 阪) を 1/∠M 加えて培養を継代 し
た . A DR の 濃度を 100nM まで増加 さ せ た 時点で限界希釈法で
ク ロ ー ニ ン グ し, 細胞株 を検討 し た . A D Rを加えて 1 年間培
養 した 細胞株を H L 60/A D R 4, さ ら に1 年間培養 し た細胞株を
ⅢL60/A D R 13 とした .
Ⅱ . 薬剤感受性試験
1 . 各種抗痛剤 に対する薬剤感受性 の 検討
薬剤感受性 は コ ロ ニ ー ア ッ セ イ 法 で 求め た . す な わ ち H L60
細胞, H L60/A D R 4細胞 を10 % F C S加 RP M I1640培養液 に浮遊
させ , 各種抗癌剤 の 希釈系列 [A D R 3nM ､ 3/LM , V C R O.1nM
､ 1/}M , ピ ラ ル ビ シ ン (明治製菓 , 束京)1nM
～ 100nM , エ ト
ポ シ ド(日本化薬 , 東 京)300nM ～ 30/∠M] を加え た系 と, 薬剤
を加えない コ ン トロ ー ル を, 湿潤37 ℃, 5 % C O2 存 在下 で2 4
時間培養を行 っ た . 2 4時間後細胞 を冷却 した 10m M リン 酸緩
衝液 bho sphate-bu鮎 red saline, P B S)bH 7.4)で 洗浄 し, H L60
細胞 は 2 ×103/ml, H L60/A D R4細胞は 5 ×103/ml とな る よう
に , メ チ ル セ ル ロ ー ス (Fishe r, Fair h w n, U S A) を30 %添加
3
し た10 % F CS加 RP M I1640培養液で調整 した . そ れ ぞ れ 0.3ml
を 3検体ずつ 24穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (Co sta r, C amb ri dge, US A)
の各ウ ェ ル に注 ぎ, 37℃, 5 % C O2 存在下 で 7 ､ 9 日間培養
を行 っ た . 各ウ ェ ル 内の コ ロ ニ ー 数 を顕微鏡下 に計測 し, それ
ぞ れ コ ン ト ロ ー ル の コ ロ ニ ー 数を100 %と して 細胞生存率曲線
を措き, 幾何学的 に50%増殖阻害洩度 (50 % inhibitio n ofcell
gr o wth, I C5(一) を求 め薬剤感受性 の 指標 と し た . 耐 性度(fold
resistan C e) は それ ぞ れ の 薬剤で の H L 60/A D R4細胞 の IC別, 値を
HL60 細胞の IC5｡値で 除 した価で 表 し た. 感受性試験はすべ て
3 同行 っ た .
2 . A D R耐性 に お ける ベ ラ バ ミ ル の 影響
A D R感受性 に お ける , カ ル シ ウ ム 括抗剤 ベ ラ バ ミ ル の 影響
を コ ロ ニ ー 法で 検 討 した . H L 60細胞, H L60/A D R 13細胞を
10 % F C S加 R P M I1640培養液 に浮遊させ , 各種過度系列の
A D Rを揺加 し, 37℃, 5 % C O2 存在下で24時間培養を行 っ た.
そ の 際そ れ ぞれ に 1町 M の ベ ラ バ ミ ル (エ ー ザ イ , 東京)を揺
加 し, IC5.,使お よび 耐性度 の 変動を観察 した.
Ⅳ. 免疫染色
1 . 細胞塗抹標本の 作製
各細胞株を冷却 し た P BS で 2回洗浄 した 後, 和胞遠心沈澱
装置 (Cyto spin 2, Shando nSo uthe rnPr odu ctsLtd. , Che shire,
Engla nd) を使用 して , 5 分間, 800回転 にて ス ラ イ ド グラ ス 上
に 遠沈 し, 塗抹標本を作製 した .
2 . 免疫染色
免疫染色 は ア ピ ジ ン ビ オ チ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ
(avidinqbiotin -alkalin epho sphata s e, A B-A P) 法で 染色する方法
をと っ た . P 糖 蛋白に対す る抗体 は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
で あ る P-glyc oC H E K C 21 9T M(C219, Ce nto c o rD iagn o stic s,
Malv e rn, U S A) を用い , M RP に対す る抗体 は ラ ッ トモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 M R Prl(オ ラ ン ダ Fr e eUniv e r sity Ho spital, Dr.
Schepe rよ り供与)
洩)を用い た . 使用 した各抗体 の 希釈 は牛血楢
ア ル ブ ミ ン (bo vin e se ru m albu min , B S A, Sigm a, St. Lo uis,
U S A)0.1 %加 トリ ス 塩酸綬衝液 (Tris-buffe r ed s alin e, T B S)
(pH 7.4) に て 行い , 反 応は 室温, 漸閏箱中 で乾燥を阻tl二 して行
っ た . ス ラ イ ド標本を ア セ ト ン で10分間固定後 ドラ イ ヤ ー に て
数 分間風乾 し た . 4 % 正常 ウ サ ギ 免疫 グ ロ ブ リ ン (D A K O,
Glo strup, De n m ark) に て20分間反応後, 標本 Lの もの を 除去
し, 洗浄せ ず に20倍希釈 し た C 21 9, も しく は10 0倍希釈 し た
M R Prl と6 0分間反応 させ た . T BS に て5 分間 3回洗浄後 ,
C 219の 場合200倍希釈 した ビオ ナ ン 化抗 マ ウ ス ウサ ギ免疫 グ ロ
ブ リ ン (D A K O) と , M R Prl の 場合200倍希釈 した ビオナ ン 化抗
ラ ッ トウ サ ギ 免疫 グ ロ ブ リ ン (D A K O) と3 0分間反応 させ た .
TBS に て 3 回洗沖･筏, 200倍希釈ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標
識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン (D A K O) と3 0分間反応 さ せ た 後, ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ発色試薬(Fa st red T Rs alt, Sigm a) を用
い て赤色 に発色 させ た . そ の 際基質溶液中に は 1m M レ バ ミ ゾ
ー ル を加え, 内因性ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活性を阻止 した.
発色後に カ ラ ッ チ ヘ マ トキ シリ ン薇染色液 にて核染色を行 っ た .
Ⅴ . A D R の細胞内 へ の 取 り込み , 細胞外 へ の 排出の測定
A D Rの 発 する 蛍光を利用 して 細胞内へ の 取り込み , お よ び
exportpu mp;IC50,50 % inhibidon ofc ellgro w也;M D Rl, m ultidrugreSistan c el;M RP, m ulti drugreSista n ce-a S S O Ciated
protein;M T X, m ethotre x ate;P B S, pho $phate-buffbred salin e;T B S,tris-bufぬredgaline;T E,tris-E D職 Topo I, D N A
topois o m eras eI;Topo IIa , D N Atopoiso m er aseⅡ α;Topo IIβ, D N Atopoiso m eras eⅡβ;V C R,Vin cris血 e
4細胞外 へ の 排 出を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Cyto r o nAbs olute,
Ortho Diagn o sticSyste m s, Rarita n, U S A)を用い て 定量 した ･
1 . 細胞 内 へ の 取り込 み
H L60細胞｣ H L60/A D R4細胞 を10 % F C S加 R P MI164 0培養
液に 10FLM の A D Rを加え, 37 ℃ で培養を行 っ た ･ A D R添 加直
子軋 10分後, 20分後, 40分後, 60分後 にそれ ぞれ の 細胞 を冷却
した P BS で 2回洗浄後, 10 % F C S加 R P M I1 64 0培養液に再浮
遊 し, フ ロ ー サ イ トメ ー タ
ー で 平均蛍光強度 血 e anflu o re sc e n c e
inte n sity)を測定 した .
2
. 細胞外 へ の 排出
HI.60細胞 , H L60/A D R4細胞 を10% F C S加 R P M I1640培養
液 に 1叫 M の A D Rを加え, 37℃で 2時間以上培養 し, 薬剤を
充分細胞内 に取り込ませ た . そ の 後冷却 した P B S で 2回洗浄
後に10 % F C S加 R P M I1640 培養液 に再浮遊 させ て37℃で 培養
を続行 した . 再 浮遊直後, 10分後, 20分後, 3 0分衡 6 0分後 ,
90分後, 120分後 に細胞 の 平均蛍光強度を同様 に フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー に て 測定 した . そ れ ぞれ の 細胞株 の 再浮遊直後 の 平均
蛍光強度を1 0 %と し, それ ぞ れ の 時 間で の 平均蛍光強度を パ
ー セ ン トで 表 し た . ベ ラ バ ミ ル の 影響を検討す る た め に , 再浮
遊直後 の 培養液 に べ ラ バ ミ ル を 1 0〃M 加え , 同様 な方法 で
A D Rの 細胞内濃度 の 減衰 を測定 した .
Ⅶ . サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プt｣ダイ ゼ ー シ ョ ン
1 . D N Aの 抽 出
各種細胞株の 試料細胞を PB Slml に浮遊 させ , プ ロ テ ナ ー ゼ
K(10mg/ml, 和 光純薬工業)を 100FLl 添加後 , D N A/R N A/プ
ラ ス ミ ド抽 出 シ ス テ ム モ デ ル 3 4 1(Pe rkin - Elm e rApplied
Bio syste m sD ivisio n, Foste r, U S A) に て各細胞 より染色体
D N Aを抽出 した . 得られ た D N Aを R Na seA(ニ ッ ポ ン ジ ー ン ,
富山) に て 郡 A を分解 し, フ ェ ノ
ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム 抽出, エ
タ ノ ー ル 沈殿 に て D N A を回収 した . 得 ら れ た DN A は 0.2×
Tris-E D T ACr E) 薇衝液 (2mM ト1) ス ア ミ ノ メ タ ン , 0･2m M
E D T A, pH 7.0) に溶解 した . そ の
一 部を取り 260n m の 吸光度
を測定 して D N A膿度を計算 した .
2 . サ ザ ン プ ロ ッ ト法
それぞ れの 細胞株 より得 られ た D N A lOFLg を制限酵素 PstI
(宝酒造, 東京) に て37℃で 2 時間消化後, 0.9 % ア ガロ ー ス ゲ
ル (H 14⊥Taka r a, 宝酒 造) に て 電気泳動 した . ア ガ ロ
ー ス ゲ ル
を エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染色 し, 紫外線照射下 に各 D N A
量が ほ ぼ 同 一 で ある こ と を確認 した . そ の 後 ア ガ ロ ー ス ゲ ル を
陽性荷 電 ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン (Bo ehringe r M a n nheim ,
M an nheim , Ge r m a ny) に転写 し, 12 0℃, 15分 間の 熱処理に よ
っ て DNA をメ ン プ レ ン に 固定 した . M R P に対する特異的なプ
ライ マ ー で あ る M R P-2 F, M R Pp2 R(表 1)を用 い て 増幅 した
(条件 は 後述) P C R産物 を鋳 型 と し , D N ALabeling K it
(Bo ehringe r M a n nheim) を 用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
(digoxige nin , D I G)-d U T P で標識 し た プ ロ
ー ブ を作製 し た ･ メ
ン プ レ ン をプ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液【50 % ホル ム ア ミ ド,
5 ×S S C, 2 % ブロ ッ キ ン グ試薬 (Bo ehringe rM a n nheim),
0.1 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム , 0.0 2 % S D S] と
42 ℃, 2時 間反応 させ た後 , 上 記 プロ ー ブ を プ レ ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 液 に 加えた もの に変え42℃, 20時 間反応 さ せ た . 反
応終了後メ ン プ レ ン を 2 ×SS C, 0.1 % S D S溶液で室温10分間
洗浄, さ ら に0.1×SSC, 0.1 % S D S溶液で70℃ , 45分間洗浄 し
た . 検 出 に は DI GLu min e s c e nt Dete ctio n Kit(Bo ehringe r
M a n nheim) を用 い , 抗 DIG アル カリ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ抗体と反
応後 , ア ル カ l) フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ の 基質で ある Disodiu m 3- (4-




- Chlo r o)tricyclo【3･3･1･1
こ一･7】
de c anト4ヴ1)phe nylpho sphate (CS P D, Bo eh ringe rM an nheim)
の 化学発光を Ⅹ線 フ イ ル ム (Fuji Medic alXィay Film Ne w R X,
富士写真 フ イ ル ム , 神 奈川) にて 検出 した .
Ⅶ . C ⅨトP C R法
m R N Aの 定 量 には C RTIP C R法を用 い だ
)
.
1 . 総 R N Aの 抽出
絵 R N Aの 抽 出は C homczyn Ski らの 方法
1 0)を以下 の よう に改
良 して行 っ た . 1容量 の D 液(4 M グア ニ ジ ン チ オ シ アネ
ー ト,
25m M クエ ン 酸ナ トリ ウ ム pH 7.0, 0.1 M 2- メ ル カ プ トエ タ ノ
ー
ル
, 0.5 % N一 ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム) に 1/10容量
の 2 M 酢酸 ナ トリ ウ ム (pⅢ4.0) と , 1 容量 の 二 炭酸 ジ ュ チ ル
(diethylp yro c arbo n ate , D E P C)処理水 に て飽和 した フ ェ ノ
ー ル
を混合 し Ⅹ 液を作製 した . 試料細胞 5 ×106 個 に 対 し Ⅹ 液 1ml
Table l. P C Rprim ersforP- Actin gen e, M RP ge n e, D N A topois o m eras eIgen e, D N A topoiso m er aseⅢ α gene,
DNA topoISO m eraS eⅡ β ge n e and γ -gluta mylcystein e synthet as eg n e






M R P M RP-2 F
M R P-2R
TopoI Topo ト F
TopoI - R












- GA T C TT CA T TGTG CTG G GTG-3
■
5■- AGA AGT C T GG A C GTC CCT G-3
T
5一_ACACC A AG C C G G CT T T T-3
.






































bp, bas epairs; M RP, m ultidr ug resistan C e
- aSS O Ciatedprotein; Topo I, D N Atopoiso m er as eI ; Topo Ⅱ α , D NA
topois o m er as eⅡ α ;Topo Ⅱβ,D N Atopois o m eras eⅡ β; γ -G C S, γ -glutamyl甲Stein e synthetas e･
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を加えて良く混合 した . 0.2ml の ク ロ ロ ホ ル ム (イ ソ ア ミ ル ア
ル コ ー ル を 加え ない もの) を加 え ボ ル テ ッ ク ス ミ キサ ー に て20
～ 30秒間懸濁した . 室温で 5分間静置乳 微量高速冷却遠心器
(トミ
ー 精工 , 東京) にて 1印 00叩 m , 20分 間, 4 ℃で 遠心分離
した. 上 層 に等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を加え良く混和 し, 室温
で 5分間静置後再び1510 00叩 町 20分間, 4 ℃で遠心分離 した ･
遠心後上清を捨 て, 沈殿(R N A)を75 %エ タ ノ ー ル 1ml に再浮
遊させ洗浄した. 15,000叩 m , 5分 間, 4 ℃で 遠心 し沈殿を回
収衡 上清を完全 に除き室温で 5分間放置し乾燥 させ た ･ 1 ×
T E緩衝液 (10mM トリ ス ア ミ ノ メ タ ン , 1m M ED TA, pH 6･8)
に溶解 し, 260n m の 吸光度を測定して絵 R N A濃度を算定 した ･
ま た 260n m , 280n m の 吸光度 の 比を測定し RN A純度 の参考と
したが , 本法 によ っ て得 られ る R N Aは O D 260n m/280n m = 1･9
､ 2.0ときわ め て 良好 であっ た .
2 . 1本鎖 cD N Aの 合成
上 記 によ っ て 得ら れ た 総 R NA を鋳型 と しラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー に て 1 本鎖 cD N A を合成 した . まず総 R N A2/Lg に ラ ン ダ ム
ヘ キ サ ヌ ク レオチ ドプ ライ マ
ー (宝 酒造)町{ M` を 1.5〃1加 え ,
l XT E後衛液 bH 6.8) で総量 25/Ll に調整. Gene Amp
T M P C R
system 9600
-R(Perkin･Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n)を用
い65℃ で10分間保持後20分 か け て25℃ま で冷却. こ の 過 程で
R N A の変性 と プライ マ ー の ア ニ ー リ ン グを行 っ た . 引き続き
反応液【100m M Tris-H Cl(pH 8.3), 200m M 塩化 カリ ウ ム (K Cl),
20m M 塩化 マ グネ シウ ム (MgC12), 20m M ジチ オス レ イ ト ー ル
(dithiothreitol, D TP, 各 2m M デオ キ シ
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Fig. 1 ¶1e CO n Stru Ctio n ofthe D N Aclo n e sforthe qu antitativ e
an alysis of M R Pand β-a Ctin mRN Asby the c o mpetitiv eR T
I
P C R.
T he P C Rprodu ctofthe M R Pamplined from the ge n o mic
D N Au sing M R P-2 Fa nd MR P-2 Rprim ers w a sdigested with
M boI andthe n religated. ¶ler e Sultant260bp D N Ate mprate
w as s ubclo ned a nd u s ed a sthe c o ntr oI D N A fo rthe
C O mpetitiv eⅣトP C Rof M RP･ ¶一e D N As egm entin cluding
intron 4 s equence ofthe β- a Ctin w a s a mplified fro mthe
ge n o mic D N Au sing B A 5a nd B A 3prim e rsCrable )･ ¶1e
r es ulta nt4 15bp D N Ate mprate wassubclo n edandu s ed asthe
c o ntroI D N A fo rthe competitiv eR 7
1P C RofJ?
- a Ctin ･ M RP,
multidrugre Sistan C e- a SS O Ciatedprotein･
5
リ ン 酸(de o xyribo n u cle otidetriphosphate , d N T P), R A V-2(宝
酒造)10単位】25′と上l を加え, 42℃で60分間保持 し cD N Aを合成
させ た 後, 90℃, 2 分間で 逆転写酵素(R ÅⅤ･2) を失活させ た.
反応終了後1 ×T E績衝液 b日7.0)50一"l を加え総量 100.′上1 と
し, 1 回の P C R反応 に5一′∠lを鋳型として用 い た･
3 , C RTIP C R における コ ン ト ロ ー ル (競 合)D N Aの作製
薬剤耐性機序を解明する ため , M RP の他 D N A トポイ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅰ(D N Atopoiso mera seI , TopoI), D N A トポ イ ソ メ ラ
ー ゼIIα (D N Atopois o mer aseIIa , Tbpo Ⅱ a), D N Aトポイ ソ
メ ラ ー ゼ Ⅰ
′
?(D N Atopoiso m e rase Ⅱlヲ, Topo Ⅱ′?), γ ･ グ ル タ
ミ ル シ ス テ イ ン シ ン セ ダ ー ゼ (γ 一gluta mylcystein syntheta s e,
γ
- G CS) を検討 した . M RP, Topo I , Topo Ia , TopoⅡ′?,
γ
→G C S そ れぞれ に対する特異的な P C R プ ライ マ ー を表 1･ に
示す塩基配列 で設定 した . プラ イ マ ー の 合成 は フ ナ コ シ株式会
社(東京)に委託した. 図1. に M R Pの コ ン トロ ー ル D N Aの 作
製方法を示す. プ ライ マ ー M R P-2F, M RP-2 Rで 増幅さ れ る領
域 の 中 に は 近接 し た 制限酵素 M boI 領 域 が 存在 して い る .
M RP-2 F/M RP-2 R P C R産物を制限酵素 M boI(宝酒造) で消化
し, 再び T 4 D N A リガ ー ゼ (宝酒造) で結合 させ た . こ の 反応
産物 を鋳型として 再び M R P-2 F, M R F 2 R プ ライマ ー で P C R反
応を行うと 2つ の M boI 間の144塩基対O) a Sepairs, bp)の 塩基
配列 を欠失 し た 260bp の 増幅産物 を得る こ と がで きる はずで あ
る. 電気泳動 にて 分離後エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ドに て染色し紫外
線照射下 に こ の 欠 共を持 つ 260bp の バ ン ドを切り出 し, D N A
を 回収 した . 回収 した D N Aを pT 7 Blu eT Ve cto r氾t(Nov agen ,
Tab le 2. Sen sitivity of HL60and H L60/A D R 4cells tofbur




区±SD, n = 3,nM) Fold
H L60 HL60/A D R 4
reSISt an Ce
A d riam ycln 5 2･l ±5･9 2 10±2 ,1
V incristine 2.7±0.8 13.8±0.4
Pira rubicin 8.2±2 .6 15.5±2.8





T he m ultidrug- reSistant c ell line, H L60/ADR 4･ WaS eStab lished
after incubatio n of the pare nlH L60c ells with in creasing
c oncentr atio n(upto l O nM)ofadria mycin(A D R) and l.
IL M
cephalanthin e as sho w nin
"





drug C O nC e ntratio n山atinhibited colony fo m l atio nby
50% .
Table 3. Re ve rs al effect of v er epa mil o nthe m ulti drug-




区±S D, n 蒜3, nM )
Ver apa mil
^ '
R;r ad ria mycln Fol d
C O nC entratlO n
(
.
LLM) H L60 HL60/A D R13
reSIStan C e
0 38±16 471±91 13.5±4.3
10 39 ±10 146± 18 4.0 ±1.5
T he m ultidrug- reSistant c e11 1in e, HL60/A D R 13, W aS
e stablished afterin c ubatio n of the parerlt HL60c ells with
in cre asing c on c entraio n(upto lOOnM)of ad ria mycin(AD R)













Fig. 2 Im m u n o cytoche micalstaining forthe dete ctio n of M R Pand f
Lglyc opr otein (P-gP)in the hu m antu m O r Cell lin e s･ (刃D rug
se n si 伽e H L60ce11s. 田 and D)Multidrug-re SistantH l,60/A D R4c ells. (C)P･gP-OVe re Xpre S Sing m ultidrug-re SistantK 562/A D Rceus. A
a nd Bw er e stain ed with a rat m o n o clo nalandbody M R Prl, a nd Cand Dw er e stain ed with a m u rin e m o n o cl nalantibody C219. M R P,
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Fig. 3 An alysis ofad ria mycinuptake and efnu xin the HL60
andthe H L60/A DI祖cells. 仏) An alysis ofadriamycinuptake.
'
me H L60rthe H L60/A D R 4cels we reincubated at37℃ in
the pre se n ce ofthe m ediu m containinglOLLM ad ria mycin .
A fte rincubation fo r v a rious tim e pe riods c ells w e r e
Centri fuged a nd s uspendedin a血
･
e Sh R P M Im ediu m. n e
m e anflu o resc enceinten sityof the cells w as analyzed byaflow
CytO m ete r. Valtle Srepr e S e nt更 ± S Dofthe thre e s eparate
experiments. 0, HI.60; ●, H L60/AD R4.
★
p<0.05c o mpar ed
byStude nt
'
st te st. (B) Analysis ofadriamyCine用.u x. n e
HI.600 rthe Hl.60/A D R 4c els we r ein c ubated in thepre s e n c e
Of the mediu m co ntaining lO,LM ad riamyCin for 2 hr s･ T he
Cells w e re w ashed a nd furtherin c ubated with an ad riamyCin-
fr e e m ediu m with o r witho ut lO〃M ve r apa mil. Afte r
incubation for v a rio u stim epe riods the m e anflu o r e sc e n c
inte n sityof the cells w a s analyz ed byaflow cyto m eter. V alu e s
repre s e nt更 ±S Dof thethr e e separ ate e xperim e nts. 0, H L60
in the d)Se n Ce Ofv e r叩 amil;●, HI.60/A D R4 inthe abse n ce of
Verapa mil; ■ , H L6 0/AD R4 in thepr e s e n c e ofv e r apa mil.
★ ★
p<0.01 c o mpared bySchef縫
'
s Fte st a氏e rmm skal-W allis
te st‥
多剤耐性白血病細胞株の 樹立 とそ の 性状 の 検討
宝酒造)を用 い て プラ ス ミ ドベ ク タ ー に挿 入 し, E. c olり M lO9
Com petent Cells (宝酒造) に形質転換 し て ク ロ
ー ニ ン グ した .
単 一 コ ロ ニ ー を L B培養液で培養 し塩化セ シウ ム 密 度勾配超遠
心法に て プ ラス ミ ド D N Aを精製 し た . 環状 D N Aの ままで あ
1 2 3 4 5(i 7 8
い ■ - 一 一 ← M R P
Fig.4 So uthe rnblot a n alysis of M R Pge n e a mplific atio nin
drug s e n sitiv e a nd drug r e sista nthu m a ntu m o r c ell lin e s.
Ge n o mic D N A fro m e ach c ell lin e w a sdige sted with PstI,
s ubje cted to a n aga r o s egel ele ctr opho r e si , a nd the n
tr a n sf6rred to nylo n m e mbr a ne. T he 丘1te rswe rehybridiz ed
withthe digo xige nin-labeled pr obe s spe cific fo rM R Pge n e.
La n el, the pa r e nt dr ug- S e n Sitiv e K5 62c ells; lane2,
m ethotr e x ate- re Sista nt K 562/M
′
ⅠⅩ ce11s;1a n e3, adriam ycin-
indu c ed M D R l- 0V e r e Xpre S Sing m ultidrug-re Sista ntK 562/A DR
C ells;1a n e4, Vin c ristin e-indu c ed M D R l- 0 V e r e XpreS Sing
m ultidrug
- re Sista nt K 56 2/V C Rc ells;1a n e5, drug-S e n Sitiv e
hu m a nbr e a st c aII C e r C ell lin e, M C F 7/W Tc ells;1a n e6,
etopo side-indu c ed M R P- 0 V e r e Xpr e S Sing m ultidrug十r e Sista nt
S ublin e, M C F7/V Pc ells;1a n e7, drug s e n sitiv eH L60c ells;
1an e8, adria mycin-indu c ed m ultidr ugqr e sista ntH L 60/A D R4
c ells.
β-Aetin
l/32 1/16 1/8 1/4
Ⅰ‡L `0
H L `0/A D R 4
ⅡL(iO
耳L `0/A I)R 4
ⅡL 60
H L 后0/ Al)R 4
_ 岬
Co ntro1 4 15 bp
ヽ ゝTarget320 bp
Topo I
l/8 1/4 1/2 1
7
る と D N Aの 3次構造の ため P C Rの 増幅効率 に ば ら つ きが 出て
くる 可能性があ る こ と を考慮 し, 精製 した プ ラス ミ ドを制限酵
素 Ec oRI(宝酒造) で 1 ケ 所切断し直鎖 2本錦 D N Aと して コ ン
トロ ー )L/ (■競合)D N A に剛 一た . TopoI, TopoⅡ α , TopoⅡβ,
γ
NG C S に関 して も M R P と同様の 方法で コ ン トロ ー ル D N Aを
作製 した . そ れ ぞれ に 用い た制限酵素, 目的とする cD N AのP C R
産物の 長さ, お よ び コ ン トロ ー ル D N Aの 長 さを表1. に示 した.
逆転写酵素に よ る mR N Aの cD N Aへ の 変換効率の ばら つ き
を考慮 しノ9 アク チ ン にて も同様 に C R r P C R周の プ ラ イ マ ー お
よ び コ ン ト ロ ー ル D NA を設定 した . 図1.B に示 すよ うに βア
ク チ ン の イ ン トロ ン 4 は95bp と短く この 部分を挟む P C Rプラ
イ マ ー で増幅す れ ば D NA は 415bp に, CI)N A(R N A) は 320bp
に 増幅さ れ る . ゲ ノ ム D N Aを鋳型 と し て増幅 し た P C R産物を
M R Pの 場合と 同様 に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し精
製後, 制限酵素 Ec oRI で消化 し コ ン トロ ー ル D N Aを得た .
4 . C RTIP C R反応
それ ぞ れ作製 した コ ン ト ロ ー ル D N A は, 260n m の 吸光度を
測定 して D N A濃度を計算 し, 70短/〃1 の 過度を 1 と してそれ
ぞれ 2倍希釈系列を作製 した . P C R反応は コ ン トロ ー ル D N A,
試料 cD N A各 5FLl, 最終過度 0.2FLM の 各プ ライ マ ー お よ び各
20 0/1M の d N T P, P C R反応緩衝液[10m M Tris-HCl, pH 8.3,
50m M K Cl, 1.5m M MgC12(M R P, βア ク チ ン の 場合), 2.OmM
～′1 R P
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Fig･ 5 Qu a ntitative an alysis ofv a rio u smR N As by the c o mpetitiv e 肝 P C Rm ethod.
TYle C O mPetitive RTIPC Rw a s c arried o utu sing cD N A deriv ed 血
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With e a ch c o ntroI D N A fo rthe dete ctio n of m ultidrug re sistan ce- aSS OCiatedprotein (M RP), D N Atopoiso m e ra seI mpoI), D N A
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8MgC12(TopoI , TopoⅡ a , γ - G C Sの 場合), 2.5m M MgC12
(Topo Ⅱβ の 場合)], Taq D N Aポ リ メ ラ
ー ゼ (Pe rkin- Elm e r
Cetu s, No r w alk, U S A)1.25単位を加え全量 50FLl で行 っ た ･ 反
応は D N A
′
m e rm al CyclerPJlOOO(Pe rk in E lme rCetu s)を用 い ,
94℃, 10分の 初期変性 の 後 , 95℃で 1 分, 55℃で 1 分, 72℃で
2 分 の サ イ ク ル を40サイ ク ル 行 っ た . βア ク チ ン の P C R反応
は Ge n eAmp
T M P C Rsyste m 9600
-R を用 い , 94℃, 5分 の 初期
変性の 私 95℃で30秒, 56℃で3 0秒, 72℃で30秒の サ イ ク ル を
33 サイ ク ル 行 っ た . 反応後10分 の 1 量 の タ イ プⅡ 泳動緩衝液
(0.25 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25 % キ シレ ン シ ア ノ ー ル ,
15 %フ ィ コ ー ル400)を加え, 1町1 を3 % アガロ ー ス ゲ ル に泳
動 し エ ナ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色後, 紫外線照射装置 (トラ ン ス
イ ル ミネ 一 夕 ー , フ ナ コ シ)上 で観察 した .
Ⅶ . 統計学的検討
2群間比較 はまず F検定 に よる 等分散の 検定を行 い , 分散が
等 しい 時に は Stude nt,st 検定を, 等 しくな い 時 に は Weich
'
st
検定を行 っ た . 3 群 間比較 はまず mm skaドⅣdlis 検 定 を行 っ た
後 に Scbef縫,s F 検定を行 っ た . 危険率 5 %未満をも っ て 有意
差有りと した .
成 績
Ⅰ. 樹立 した 細胞株の薬剤感受性
各種抗癌剤 に対す る H L 60細胞 , H L 60/A D R4細胞 の 薬剤感
受性お よび H I.60/A D R4細胞 の H L60細胞 に対す る耐性度 を示
す . H L60/A D R4細胞 の IC5｡値 は ! A D R, VCR, ピラ ル ビシ ン ,
エ トポ シ ドの い ずれ に お い て も HIβ0細胞の I C5｡備 に 対 して 有
意 に高値を示 し た . それ ぞ れの 薬剤 に村す る耐性度 は2.3倍か
ら5.7倍 の範囲で あ っ た (表2).
Ⅰ , A D R耐性 に お け る ベ ラ バ ミル の影響
E L 60/A D R 13細胞を用 い て ベ ラ バ ミ ル の 影響を検討 した .
ベ ラ バ ミ ル を加え る こ と に より耐性度 は13.5倍 か ら4.0倍 と有意
に低下 した (表3).
Ⅱ . 免疫 染色
H L 60/A D R4細胞 で は M R p に対す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 M R Prl に より細胞質, 細胞膜 ともに同程度 の 強 さで 陽性
に染色 され た (図2.B). H L60細胞 は M RPrl で 染色 さ れ なか っ
た (図2.刃 . 一 方 H L60/A D R4細胞 は P 糖蛋白 に対す る マ ウ ス
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 C 219で 染色 され なか っ た (図2.D). 陽性
コ ン トロ ー ル の P糖 蛋白発現 K562/A D R細胞 で は C 219 に より
細胞膜が より強く染色され た (図2.C).
Ⅳ . A D R の細胞内 へ の取 り込 み , 細胞タト の排出の測定
1 . 細胞 内 へ の 取 り込み
60分間の H L 60細胞, H L60/A D R4細胞 の 平均蛍光強度の 変
化 を図 3.A に示 す . 測 定 し た 60分 間 で は H L6 0細 胞 ,
H L 60/A D R4細胞 ともに時間経過 と とも に平均蛍光強度が 上 昇
した. 60分後の 平均蛍光強度は H L60/A D R4細胞 が H L60細胞
よりも低値を示 して おり, 有意差を認め た .
2 . 細胞外 へ の 排 出
120分間の H L60細胞, HL60/ADR4細胞 の 平均蛍光強度 の 変
化を図 3.B に示 す. HL60細胞 で は120分間で は平均蛍光強度は
ほ と ん ど変化は な か っ た . 一 方 H L 60/A D R4細胞 で は 時間経過
と と もに平均蛍光強度が低下 して お り, 120分後に は H L60細
胞 と比較 して有意 に平均蛍光強度が低下 した. しか しベ ラ バ ミ
ル を加える こ と に よ り H L 60/A D R4細胞で も12 0分間で平均蛍
光強度 は親株 の H L60細胞の 平均蛍光強度 に回復 した .
Ⅴ . サザ ン プロ ッ トハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン
M R P に特異的な プ ロ ー ブ を用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ
ダイ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 図 4 . に示 す. M R Pを発現 し て い る
M C F7/V ア細胞 お よ び H L60/A D R4細胞 に お い て M R P D N Aの
増幅が 認め られ た . P 糖黄白を発現して い る K 562/A D R細胞や
K 56 2/V C R細胞 , ま た そ れ ぞ れ の 親株 で あ る K 5 62細胞 ,
M C F7/W T 細胞 , H L60細胞で は M R P D N Aの 増幅 は認 め ら れ
なか っ た .
Ⅵ . C RT-PCR に よ る m R N A の定量
C R r P C Rの 結果を図 5. に 示す. コ ン トロ ー ル と して 用 い た
βア クチ ン m R N Aの 発現量は H L60細胞 , H L60/A D R4細胞間
で差を認 め なか っ た . H L60/A D R 4細胞 の M R Pm R N A発現量
は H L 60細胞 と比較 し て 8 倍 で あ っ た . TopoI , TopoⅢ α ,
TopoⅡβ, γ -G C S に関して は 両細胞株間で mR N A発現畳に ほ
と ん ど差を認 め な か っ た .
考 察
細胞 の 薬剤耐性 に関わ る要因と して , 多剤耐性 に関与す る P
糖蛋白や M R P, グ ル タ チ オ
■
ン の 関与す る耐性 , ト ポイ ソ メ ラ
ー ゼ の 関与す る耐性など様 々 な方面か ら 研究 が進 め ら れ て い
る .
P 糖蛋白 は構造 に類似性 の な い 種 々 の 抗癌剤等多く の 薬剤 と
直接結合 し, A T P加水分解の エ ネ ル ギ ー を用 い て そ れ らを細胞
外 へ 能動輸送 して い る蛋白質であり4)5), 主 に細胞膜に発現 し11)12),
M D Rl遺伝子 に より コ ー ドさ れ る こ と が明らか にな っ て い る13).
臨床的 にも モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い た P 糖蛋白の 検索 や , 逆
転写 P C R(r e v e rs etr a n s c riptio n-P C R, RTIP C R)法を用 い た
M D Rlm R N Aの 検索 な ど が多数行わ れ て お り, 白血 病, 悪性
リ ン パ 腫, 多発性骨髄腫な どの 血液腫瘍や , 腎痛 , 勝胱痛 , 乳
痛, 肺痛 , 卵 巣癌, 消化 器病 な どの 固形腫瘍で そ の 発 現や 予後
と の 関係な どが 報告 され て い る1 4)15). 小 児科領域 でも急性白血
病 , 悪性 リ ン パ 腫 な どの 血 液腫瘍や小児期 の 代表的な固形腫瘍
である神経芽細胞腫 , 横 紋筋肉腫, 網膜芽細胞腫な ど に関 して
多く の 報告がな さ れ て い る16) . しか し必 ず しも P 糖蛋白 の 発現
と細胞の 耐性度 や臨床的 な予後 と は相関せず, P 糖蛋白以外 の
耐性磯序にも注目が集ま る よう に な っ た .
M R P は P糖蛋白 の 関与 し ない 耐性機序 の 1 つ で あり, 最初
に ヒ ト肺小細胞癌 の A D R耐性株より cDNA が分離, 解析 さ れ
た
6)
. M R Pも P 糖蛋白 と同様 に A T P結合 カセ ッ ト ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー の 一 員で あ る が, P 糖蛋白 と は 異なり抗癌剤 や耐性克
服剤 と は 直接結合 せず17), そ の 細胞内局在 は細胞膜 よりもむ し
ろ小胞体 に多く存在す る事が明 らか に な っ て い る18)1ミり. 本研 究
で 我 々 は M R Pを過剰発現 し た 細胞株 ⅢL6 0/A D R 4 お よ び
H L60/AD R 13を樹立 し, 主 に 血R Pの 関与する多剤耐性 に関 し
て様 々 な角度 か ら検討を行 い , ま た P糖蛋白の 関与も免疫染色
に て検討 した . 今回樹立 した H L60/A D R4細胞 で は, 各種抗癌
剤の 薬剤感受性試験 にお い て A D R以外 の抗癌剤 に対 して も耐
性を示 して お り , 多剤耐性が確認され た . 従 来報告 され て い る
M R P発現多剤耐性株で は選択培養液中 の 抗癌剤 に村す る耐性
度は数十倍 か ら数百倍 の 報告 が多い が20卜25), H L60/A D R13細胞
で は選択培養液中の A D Rを 100nM まで 増加 させ て13.5倍 の 耐
性度を得る こ と が で きた. 耐性克服剤 と して の ベ ラ バ ミ ル の 効
果 は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で の 解析 で は , 耐性細胞 に お ける
多剤耐性白血病細胞株 の 樹立とその 性状 の 検討
A D Rの 細胞外 へ の 排 出の 克進を完全 に阻害 して い る結果が得
ら れ た . しか し薬剤感受性試験 で は , 従来の 報告26)27)と 同様 に
あ る程度の 耐性克服効果 は認め ら れ た が , 完全 に耐性を克服す
る こ と は で きなか っ た . ⅢL60/A D R4細胞で は M RP に関 して ,
免疫染色 によ り蛋白質 と して の M R Pの 過 剰発現 , サ ザ ン プ ロ
ッ ト法に より遺伝子 の 増幅, C RTIP C R法に よ り m R N A発現量
の 増加を確認 した . M R P以外 の 耐性 に関す る要因と して は P
糖蛋白は免疫染色 に よ り H u O/A D R4細胞で は発現 して い ない
こ と が確認 さ れ た . 薬剤選択培養液 に よ る 耐性細胞 の 樹立で は
最初に M R P が発現 し, その 後 P 糖蛋白の 発現が認め られ る と
の 報告28)が あ るが , 今 回は選択培養液 に P 糖蛋白阻害剤である
セ フ ァ ラ ンチ ン を加える こ と に より P 糖蛋白の 発現を阻止する
こ とが で きた.
M R Pを発現す る細胞株で は, 抗癌 剤の 細胞外排出が克進 し
て い る と する 報告2 0卜 飢)2 9)が ほ と ん どで はあ る が , 克進 し て い な
い と する 報告30)もあり, M R Pの 関係す る耐性機序 は P 糖蛋白
の 様 な 薬剤 の 細胞外 排出 の 克進 だ け で は 説 明 で きな い .
H L60/A D R4細胞を用 い て我 々 が 行 っ た A D Rの 蛍光を利用 し
た機能解析 で は , A D Rの 細胞外 へ の 排出 の 完進 が確認 さ れ ,
H L 60/A D R4細胞 に お け る耐性機序 の 1 つ と し て M RP が薬剤
排出ポ ン プと して 機能 して い る事が示唆され た.
こ れ まで に M RPを発現 し た細胞株 の 報告が い く つ か 行 わ れ
て い るが , そ の 多く で 同時に D N Aトポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ⅱ の 量的
ま た は 質的変化 が見ら れ て い る2(〉)25)‥il) 32). D NA ト ポ イソ メ ラ ー
ゼ は D N Aの 高 次構造変換を触媒す る酵素で あり , TopoI は
D N A に結合 し, 1本鎖を切断 し再結合を行 い , TopoⅡ は 2本
鎖を同時に切断 し再結合 を行うニ
i:l)
. カ ン プ トテ シ ン は TopoI を
標的 とす る抗癌剤 であり
:一4)
, A D R, エ ト ポ シ ドな ど は TopoⅡ
を標的 とす る抗癌剤であ る:i5). そ れ ぞ れ の 薬剤 は トポ イ ソ メ ラ
ー ゼ と DN Aと の 3 者で D N A切断複合体 を形成 し安定化す る
こ と によ り切断 され た D N Aの 再結合を阻害 し, 複製や 転写 を
阻害 し細胞 に致死効果を与え る と 考え ら れ て い る
:摘)
. トポ イ ソ
メ ラ ー ゼを 介する耐性機序も P糖蛋白の 関 わ らない 耐性機序と
して 注目され て い る . こ れ まで に ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ に 関する 耐
性の 報告 と して , 構造遺伝子変異 に よ る酵素の 耐性化, 酵素発
現量の 低下 に よ る 耐性化 な ど が報告 さ れ て い る=i4)=～7卜 ‥瑚. 本研 究
で我 々 の 検討 した H L 60/A D R4細胞で は, TopoI, TopoⅡα ,
TopoⅡ/9 に 関 して C RTIP C R法に よ り m R N Aの 発現量を定量 し
た が , い ず れ も H L 60細胞と H L60/A D R 4細胞の 間で 発現量に
差を認めなか っ た . た だ しい ずれ も実際 の 酵素活性 や , 遺伝~F
変異の 有無まで は確認 して お ら ず, E L 60/A D R 4細胞 の 耐性機
序に トポ イ ソ メ ラ ー ゼ に 関する 要因が全く な い と は言 い 切 れ な
い
.
A T P依存性 グ ル タ チ オ ン抱 合排出 ポ ン プ (A T P depe nde nt
glutath io n eS-C O再ugate expo rt pu mp, G S-Ⅹ pu mp) は グ ル タ チ
オ ン と シス プ ラ チ ン の 複 合体を AT P依存性 に細胞外 に能動輸
送す る ポ ン プ と して シ ス プ ラ チ ン 耐性細胞で の 発現が報告 され
て い る
4 0)
. GS Ⅸpu mp は ア ニ オ ン 性物質である ロ イ コ トル エ ン
や酸化 グ ル タ チ オ ン , グ ル タ チ オ ン抱 合物, グ ル ク ロ ン 酸抱合
物, メ ソ ト レ キ セ ー トな どを細胞外 へ 能動輸送する こ と に より,
炎症 の際 に生 じる酸化物 の代謝や , 化 学物質の 代謝な ど に生理
的に重要 な役割を果 た して おり , また 腫瘍椰胞の薬剤耐性 にも
関わ っ て い る . 近年遺伝子導入実験に より M R P遺伝子 が GSTX
pump を コ ー ド して い る事が報告さ れ , M R P/GS Ⅸpu mp と も
9
呼ばれ る よう に な っ て い る
`11) 刷
. γ
-G C S は グル タ チ オ ンを 合
成す る重要 な酵素であり, M R Pの 発現 と γ - G C SmR N Aの 発現
が 相関す る と い う報告がなされ て い る叫)4 5). 我々 の H L60/A D R4
細胞株で は γ -G CS は CRTIPC R法に よ りその mR N Aの 発現畳
の 増幅 は認め ら れ なか っ た .
ま た 上 記 以 外 の 耐性 機 序 の 一 つ と し て c a n alic ula r
m ultispe ci丘c o rganic a niontr an SpO rte r(cM O A¶ が 報告され て
い る. cM O H r は M RP と相同関係 にある蛋白質 と してまず ラ
ッ トで 単離 され
4(う)
, 後 に ヒ トで も見 つ か っ て い る1 7). cMOAT も
P 糖蛋白, M RP と同様 に A T P結合カ セ ッ トス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー に属 して お り, 生理 的に は ヒ ト肝細胞 で の 発現 が認め ら れ ,
肝胆道糸 にお け る グ ル タ チ オ ン抱 合物質や ダ ル ク ロ ン 醸抱合物
質な どの ア ニ オ ン 性物質の 分泌に関与 して い る . また シス プ ラ
チ ン 耐性細胞 で の 過剰発現が確認 さ れ て おり , CM O A T が シス
プ ラ チ ン の 細 胞外 へ の 能動輸送 に関与 して い る 可能性が示され
て い る . 今回我 々 の 樹立 した HL60/A D R 4細胞 で は cM O A T に
関す る検討 は行 っ て おら ず, 今後検討が必要であ ると思 わ れ
る .
M R P と臨床 と の 関係 と して これま で に神経芽細胞阻 急性
骨髄性白血病 , 慢性 リ ン パ 性白血病, 多発性骨髄腫 , 急性 リ ン
パ 性白血 病 の 再発例な どで M R Pの 発現が 報告され て い る4 8卜 5:,)
悪性 リ ン パ 腫 に 関 して は M RPの 発現 は 弱 い とす る報告48)が あ
る が , 我 々 は M RPを強く発現 した化学療法抵抗性の B 細胞性
悪性 リ ン パ 腫 の 小 児例を経験 し た . 本例 で は 免疫染色に より
M R Pの 発現が 確認さ れ , サ ザ ン プ ロ ッ ト法 で は M P P D N Aの
増幅が 認め られ た . C RTIP C R法に よ る 患児の M RPm R N Aの 定
量 で は 今回樹立 し た E L60/AD R4 細胞と同程度 の 非常 に強 い
M RPm R N Aの 発現が 認め られ た . M R P D N Aの 増 幅は , 化学
療法 を繰り返 し行 っ た こ と に よ り増幅の 程度が強く な っ てい る
事が 確認 さ れ て お り, M R P を より強く発現 し て い た サ ブ ク ロ
ー ン が 化学療法 によ り選択さ れ た 可能性, も しくは 化学療法 に
よ り個 々 の 細胞で M R P が誘導 さ れ 強く党規 した 可能性な どが
考えら れ た . 本症例 で は免疫染色 に より P 糖蛋白が陰性である
こ と が 確認さ れ て お り, 本症例 に お ける 化学療法接抗性の一一 因
と して MRPの 関 与が 考え ら れ た .
結 論
ヒ ト前骨髄球性〔【l 血病 H L60細胞株か ら A D R選択 に よ り耐
性株である H L6 0/A D R4 お よ び H L60/A DR 13を樹立し 以 卜
●
の
結 論を得 た .
l . H L 60/A D R4細胞は P 糖蛋白陰惟 で, M RPを過剰党規
して お り, 薬剤感受性試験に お い て 多剤酎惟を′示し た.
2 . H L60/A D R1 3細胞 の A D R に対する耐性度 は ベ ラ バ ミ ル
に より部分的に阻害さ れ た .
3 . H L60/A D R4細胞で は A D Rの 細胞内取り込み の 低下,
細胞外排出の 克進 が見られ た. 細胞外排出の 克進ほ ベ ラバ ミル
に より ほぼ 完全 に阻害さ れ た .
4 . H L60/ADR4 細胞 で は M RP D N Aの 増幅, M R Pm R N A
の 発現量 の 増加が認め ら れ た .
5 ･ H L6 0/A D R4細胞で はTopoI , Topor[α , TopoIβ, γ -
G CS に関 して は mR N Aの 発現量の 変化 は認められなか っ た .
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A n e whum a nleuke mic cel1 1ine, HL 60/A D R 4a nd H L60/A D R 1 3, reSista nt t oadria mycln Wa SeStablished in a s ele ction
m ediu m containingin creasing c onc entr ations of adria mycin (A D R)in the pr e se nc e oflFLM c ephara nthine, a m ultidr ug
resistance re ver sing age nt. T he H L60/ A D R 4ce11s were re sistant 4-fold(the ratio of IC50 0fthe m uta nt c ells to that ofthe
pare ntalc ells)forA D R, and also cros s- reSistant to so m e oth r drugS, in cluding vincristin e(4･6
-fold), Pir ar ubicin(2･3-fbld),
andetoposide(5.7-fold). T he HL60/A D R 4c ells didno tc o nt ain alev el ofP-glycoprotein detectable byi mm unO CytOChe mic al
staining with a m urin e m ono clon ala ntibody C 219･ In co ntra st, they e xhibited the ele v ated e xpre ssio n ofthe m ultidrug
resistance qa s s o ciated protein (M R P)as sho w nim mu n ocytoche mic a11y using a rat m onoclon al antibody, M R Prl･ T he
intrace11ula ra ccu mulation ofA DR w asde c re asedin the HL60/A D R 4cells a ndthe efflu x ofA D Rw as enhan c ed as c om pa red
to thatofthepar ental H L60cells, Which w a sr ev ersed by the ad diton of lOFLM ver apa mil･ T he M R Pge ne w as a mplified in
the H L60/AD R 4cells･ Co mpetitiv eR T- PCR an alysI S re V ealed that the M R PmR N A le vel wa sinc r e ased 8 イ01d in the
H L60/A D R 4c ells asco mpar ed tothepar entH L60 c e11s ･ T he mRNA lev els of D N AtopoIS O me r aS eI , D N Atopois om e ras eⅡα ,
D NA topoiso me r a se Ⅱβ, a nd γ -glutamylcystein synthetase in the par e nt H L60a nd the H Lウ0/A D R4 c ells w e resimila r･
These re s ultsindicate thatMR Poverexpr e sio nin the HL6 0/ A D R 4c ells du eto the tra nscript10 n al activ atio n as wellas the
amplincation of the M RPge neis responsiblefo rthe redu c ed intrac elular a C C u m ulation ofA D R･
